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Abstract  
Insulin is an important hormone used by the cells in the body for regulating the uptake of glucose. 
The insulin molecule consists of one A and one B chain. The chains contain 21 and 30 amino acids, 
respectively. Two sulphide bridges between the cysteine acids link the two chains together so that 
the protein can function. By staining the insulin with a fluorescent stain called Alexa Fluor 488, 
protein residues on a surface can be microscoped with a confocal microscope. In this project the 
sulphur bridges on stained and unstained insulin are reduced, forming unbound polypeptide chains 
and it is attempted to separate the chains in fractions by using the size chromatography, native and 
SDS PAGE, ion exchange chromatography and HPLC methods. The detector is a UV-Vis 
spectrophotometer. The proteins are measured in the ultraviolet range of 280 nm, and the stain is 
measured in the visual range of 490 nm. Size chromatography using PD10 column showed 
interaction with the column, and the insulin was retained. Native PAGE of the A and B chain did 
not show the expected separating bands. The SDS PAGE method proved more applicable but not 
for the purpose of this project. Ion exchange chromatography revealed fraction of the B chain in the 
first sample with an ABSmax at 276 nm and subsequently fraction of the A chain with an ABSmax at 
271 nm. HPLC measurements confirmed these results and chromatograms showed that retention 
time for the colour peaks rose to the same level as for the A chain. The retention time for the A and 
B chain also rose after reaction with Alexa Fluor 488. Laboratory results showed that the B chain 
insulin may have been stained whereas this was apparently not the case for the A chain insulin. 
 2
Abstract 
Insulin er et vigtigt hormon, som kroppens celler bruger til at regulere optagelsen af glucose. 
Insulinmolekylet er opbygget af en A- og en B-kæde, og kæderne består af henholdsvis 21 og 30 
aminosyrer. To svovlbroer mellem cystinerne holder kæderne samlede, så proteinet er funktionelt. 
Ved at farve insulin med fluorescerendefarve Alexa Fluor 488 kan proteinrester på en overflade 
mikroskoperes med confocallasermikroskop. I dette projekt bliver svovlbroerne på farvet og ikke-
farvet insulin reduceret, så de to polypeptidkæder ikke er kovalent bundne, og kæderne bliver 
forsøgt separeret i fraktioner ved brug af størrelseskromatografi, nativ og SDS PAGE, 
ionbyttekromatografi og HPLC. Som detektor bruges UV-Vis spektrofotometer. Proteiner måles i 
det ultraviolette område omkring 280 nm, mens farven detekteres i det visuelle område ved 490 nm.  
Størrelseskromatografi på PD10 kolonne gav vekselvirkning med kolonnen, så insulin blev 
tilbageholdt. Nativ PAGE gav ikke den forventede pæne separering af A- og B-kæden. SDS PAGE 
metoden var bedre, men ikke anvendelig til formålet i dette projekt. Ionbytningskromatografi gav 
fraktioner med B-kæden i det første glas med en ABSmax på 276 nm og efterfølgende med A-kæden 
med en ABSmax på 271 nm. HPLC målinger bekræftede disse resultater, og kromatogrammer viste 
yderligere, at retentionstiden for farvetoppe blev øget til samme værdier som for A-kæden. For A- 
og B-kæden blev retentionstiden yderligere forlænget, efter reaktion med Alexa Fluor 488. 
Forsøgene viste, at insulin af B-kæden muligvis blev farvet, hvorimod A-kæden tilsyneladende ikke  
blev det. 
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1. Indledning  
Denne rapport er et resultat af samarbejde mellem FEF Chemicals A/S i Køge og Institut for Natur, 
Systemer og Modeller på Roskilde Universitetscenter. Efter et møde, hvor forskellige projektideer 
blev gennemgået, blev man enige om, at det kunne være spændende at få belyst forholdene omkring 
insulin Detemir® farvet med Invitrogen® Alexa Fluor® 488 produktet. FEF Chemicals var meget 
interesseret i dette, da virksomheden ved kolonnetest farver det brugte kolonnemateriale, som 
derefter mikroskoperes med confocallasermikroskop. FEF Chemicals kan ved kendskab til graden 
af farvekonjugering med A- og B-kæden af Insulin Detemir® samt til hvilken af de to kæder, der 
farves, bruge denne viden til identifikation af insulinrester på kolonnematerialet. 
 
Følgende blev brugt som udgangspunkt for projektstart: Undersøgelse af konjugering af farvestof til 
proteinet Insulin Detemir®. Sidder konjugeringen på A- eller B-kæderne og hvordan påvirkes 
elueringen af et konjugeret protein i forhold til et ikke-konjugeret protein i et kromatografisk 
system? 
 
Undersøgelsen af proteiner sker ved anvendelse af en lang række standardmetoder, og i dette 
arbejde er der til adskillelse af proteinerkæder blevet anvendt størrelseskromatografi, 
gelelektroforese, ionbytningskromatografi, HPLC, og som detektor for protein og farve er UV-Vis 
spektrofotometer blevet anvendt. Forsøg med størrelseskromatografi blev udført på PD10 kolonne 
og phosphatbuffer ved på pH 7 eller 8. Ved gelelektroforese blev effekten af forskellige 
koncentrationer af acrylamid og bis undersøgt, og der blev anvendt nativ og SDS geler. 
Ionbytningskromatografi blev udført på en diethylaminoethyl-ionbytter, der er en anionbytter og der 
blev brugt ureabuffer og ureabuffer med 1M NaCl til eluent. HPLC blev kørt med en C18-kolonne 
og som eluent blev anvendt en gradient mellem1‰ trifluroacetic acid (TFA) i vand og en 1‰ TFA 
i acetonitril. Da farvegrupperne er temmelig hydrofobe forventes farvede insuliner at kunne blive 
adskilt fra ikke-farvet ved HPLC vekselsvirkningschromatografi. 
 
Som en vejledning til læseren, skal der gøres opmærksom på, at det er et bevidst valg, at hvert afsnit 
indeholdende en ikke tidligere beskrevet analysemetode introduceres med teoretisk 
baggrundsforståelse og redegørelse for, hvorfor denne metode anvendes. Tillige vil det blive 
beskrevet, hvilke informationer, der forventes af målemetoden og en delkonklusion vil opsummere 
resultaterne. Til slut i rapporten findes en samlet konklusion og diskussion af resultaterne. 
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 Fremover vil virksomheds- og produktnavne ikke blive nævnt med ® og tilsvarende symboler. 
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2. Baggrund og beregninger 
 
I de følgende afsnit vil relevant baggrundsstof blive fremlagt herunder en kort introduktion til 
insulin og insulinmolekylets opbygning. Derefter følger en gennemgang af kemien i konjugering 
mellem Alexa Fluor og proteiner. De sidste afsnit i kapitel 2 beskriver vigtigheden af korrekt valg 
af buffer og pH, opløselighed af Alexa Fluor, proteinkoncentration og til slut molærforhold.  
2.1 Insulin 
Insulin er et hormon, der dannes i bugspytkirtlen i nogle særlige celler kaldet β-celler, som er en del 
af de såkaldte Langerhans’ske øer. Insulin regulerer optagelsen af glucose i cellerne. Glucose i 
organismen og defekter i insulinproduktionen eller kontrol af denne giver sukkersyge. 
2.2 Insulinmolekylets opbygning 
Insulinproteinet består af to polypeptidkæder, der er opbygget af 21 aminosyrer i A-kæden og 30 
aminosyrer i B-kæden. Kæderne holdes sammen af to svovlbroer, dannet mellem cysteinerne nr. A7 
til B7 og A20 til B19 (som vist i figur 2.2.a), derudover er der yderligere en svovlbro i A-kæden 
mellem cysteinerne A6-A11. Ved analyse af proteiner er det ofte nødvendigt at reducere 
disulfidbroerne og på den måde at få delt proteinet op i de polypeptidkæder, proteinet er opbygget 
af. Reduktion af svovlbroer med DTT (dithiothreitol) er beskrevet i afsnit 3.3 om 
polyacrylamidamid gelelektroforese. 
 
Figur 2.2.a Aminosyresekvensen i human insulin (Vajo et al, 2001) 
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Tabel 2.2.a Aminosyre (AS) fordelingen i human insulin.  Abs λmax for tryptofan, tyrosin og phenylalanine 
 er 280, 275 og 255 nm (Tinoco et al, 2002) 
Type AS Navn   A-kæden   B-kæden   UV-abs 
    Antal Position Antal Position λmax i nm 
Ikke-polær Glycin gly 1 1 3 8, 20, 23   
  Alanin ala     2 14, 30   
  Prolin pro     1 28   
  Valin val 1 3 3 2, 12, 18   
  Leucin leu 2 13, 16 4 6, 11, 15, 17   
  Isoleucin ile 2 2, 10       
  Methionin met           
Polær          
  Serin ser 2 9, 12 1 9   
  Threonin thr           
  Cystein cys 4 6, 7, 11, 20 2 7, 19   
  Asparagin asn 2 18, 21 1 3   
  Glutamin gln 4 5, 15 3 4   
Aromatisk          
  Phenylalanin phe     3 1, 24, 25 255 svag 
  Tyrosin tyr 2 14, 19 2 16, 26 275 
  Tryptofan trp 1 8 1 27 280 stærk 
Positivt ladet         
  Lysin lys     1 29   
  Arginin arg     1 22   
  Histidin his     2 5, 10   
Negativt ladet         
  Asparginsyre asp           
  Glutaminsyre glu 2 4, 17 2 13, 21   
           
  Sum   21   30     
 
Fordelingen af aminosyrer i A- og B-kæden fremgår af tabel 2.2.a. Tabellen viser A- og B-kædens 
aminosyrer, deres antal og placering. Væsentlige forskelle mellem A- og B-kæden, der har 
betydning for arbejdet i dette projekt, er at B-kæden har fire positivt ladede aminosyrer bl.a. lysin, 
og A-kæden har ingen af disse. Af de aromatiske aminosyrer har A- og B-kæden begge to tyrosin, 
en tryptofan og B-kæden har yderligere tre phenylalanin. Ladningerne på aminosyrerne er vigtige 
for kædernes isoelektriske punkt (pI) og de aromatiske aminosyrer absorberer UV-lys, der udnyttes 
ved spektrofotometriske analysemetoder.  
 8
 
Figur 2.2.b 3D billede af  insulin A (grøn) og B-kæden (blå). Sidegruppen af  lysin er gul og 
sidegrupperne af histidin og arginin er røde. Billedeprogram Swiss PDB Viwer 3.7  
Sekvenser Brookhaven Protein Databank 
 
3D strukturen af insulin (figur 2.2.b) viser A-kæden markeret grøn og B-kæden markeret blå. Den 
positivt ladede aminosyre lysin sidder yderst på B-kæden og sidegruppen er markeret med gul og de 
ligeledes positive histidin og argenin er markeret med rødt. Den rummelige struktur indikerer, at de 
positivt ladede aminosyrer på B-kæden sidder yderligt og at det derfor må antages, at de bidrager 
med en positiv ladning af B-kæden. Lysin vil med den yderlige placering på B-kæden også være 
tilgængelig for konjugering med Alexa Fluor. Insulin Detemir er dog modificeret insulin, der har 
fået påsat C14 fede syrer på lysinen (Gummerson, 2003), og lysin vil derfor ikke have en fri amin, 
som farvestoffet kan konjugere til. 
2.3 Alexa Fluor og farvning af proteiner (aminosyrer) 
Farvning af proteiner er en enkel og hurtig metode, der sammen med relevante analysemetoder kan 
give informationer om proteinets opbygning og sammensætning, og farvning kan yderligere bruges 
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til kvantitativ bestemmelse af proteiner. For at udnytte de informationer, der ligger i farvning, er det 
vigtigt at kende kemien i farvestoffet og hvordan farvestoffet binder til aminosyrerne i proteinet.  
 
Alexa Fluor 488 er et fluorescensfarvestof fra virksomheden Invitrogen. Alexa Fluor er en serie af 
farvestoffer specialiseret til mange forskellige formål. Tallet 488 henviser til den bølgelænge i nm, 
hvorved farven bliver exciteret. Ved tilbagevenden til grundtilstanden udsender farven lys 
(emission) med bølgelængder på 495 og 519nm. Ved at bruge filtrer, der udelukker lys ved 488 nm, 
kan det fluorescerende lys ses.  
 
Acylering er en kemisk proces, hvorved en acylgruppe, CH3CO−, indføres i en organisk 
forbindelse, f.eks. på en aminogruppe (−NH2), en hydroxylgruppe (−OH) eller en thiolgruppe 
(−SH). Ved mærkning af aminosyrer med Alexa Fluor sker acyleringen ved, at en aminosyre med 
amin (-NH2) i den funktionelle gruppe eller N terminus bindes til farvestoffet (Holmes og Larry, 
2001).  
 
Figur 2.3.a viser reaktionsforløbet, når Alexa Fluor reagerer med aminosyre (aa) med en amingruppe og der 
sker en acylering mellem en aa og et farvemolekyle og dermed en fraspaltning af  succinimidgruppen  
(Rosenberg, 2005) 
. 
Reaktionsskemaet (figur 2.3.a) viser, hvordan et farvemolekyle (R1) er bundet til N-
hydroxysuccinimid (NHS) ved en esterbinding. NHS reagerer med en aminosyre (R2) med en 
amingruppe. Farven (R1) og aminosyren (R2) acyleres og danner en stabil amidbinding, hvorved N-
hydroxysuccinimid fraspaltes (Rosenberg, 2005). Succinimidylestere er meget effektive som 
binding mellem et farvestof og en aminosyre, da de danner kovalente bindinger, der er lige så 
stærke som bindingen mellem to aminosyrer i et protein (www.invitrogen.com), og derved dannes 
et stabilt farvekompleks.  
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Figur 2.3.b viser aminosyren lysin. Den funktionelle 
 gruppe med amin er markeret med gråt (Nelson og Cox, 2005) 
 
For at Alexa Fluor kan bindes til en aminosyre, skal der være en amin (C-NH2) i den funktionelle 
del af aminosyrestrukturen. Aminosyren lysin (Lys) har netop en amin i den funktionelle gruppe 
(figur 2.3.b) og derudover vil der kunne ske en binding af farvemolekylet til N-terminusdelen af 
proteinet (Holmes og Larry, 2001)(Rosenberg, 2005). Det betyder, at lysin i B-kæden af insulin har 
mulighed for at blive farvet, og ligeledes vil N-terminus i både A- og B-kæden blive farvet.  
2.4 pH og buffer 
Ved konjugering af aminosyrer og NHS-ester er pH meget vigtig for reaktionshastigheden og 
graden af binding mellem de to molekyler. Ved opløsning af protein i vand fungerer vand som et 
nucleofilt reagens. Vand vil gerne danne hydrogenbinding med aminosyrens funktionelle grupper. 
Dette gælder også for NHS-esteren, som er mere reaktiv med aminer i alkalisk pH. Da NHS-esteren 
også reagerer med vand ved stigende pH, er det vigtigt, at pH er nøje afstemt (Holmes og Larry, 
2001). Derfor anbefales et pH-område mellem 7,5 og 8,5 (Haugland og You, 1995). 
Da det er en binding mellem lysin og NHS-esteren, der skal favoriseres, skal pH-værdien i 
opløsningen være optimal. Aminer er ioniserbare grupper, som kan eksistere i enten protoneret 
(+H+) eller ikke-protoneret (-H+) form. Aminosyrens protoneringsform afhænger af pKA værdien for 
den specifikke aminosyre og pH i opløsningen. Amingruppen i lysin er protoneret og derved 
positivt ladet ved en pH lavere end pKA værdien. Ved at ændre pH er det derfor muligt at styre 
graden af reaktion for konjugeret binding (Holmes og Larry, 2001). Da pKA værdien for amin i lysin 
sidekæden er 10,53 (Nelson og Cox, 2005), vil en pH mindre end 10,5 give overvejende positivt 
ladet lysin, og derfor favorisere binding til NHS-esteren. For at få den rigtige bufferkapacitet i 
reaktionen, vil en phosphatbuffer (pH 7-9) således være ideel. Yderligere er det vigtigt ikke at 
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vælge en buffer, der indeholder aminer som f.eks. trisbuffer, da aminer i bufferen og aminosyrer vil 
konkurrere om at reagere med farvemolekylet.  
NHS-esteren er mere reaktiv i alkalisk miljø, men da den også hydrolyserer ved stigende pH, 
anbefales det, at konjugeringen sker ved neutralt pH.   
2.5 Opløsning af NHS-estere 
NHS-estere er ikke letopløselige i vandige opløsninger, og det anbefales derfor, at molekylet 
opløses i en minimal mængde af dimethylsulfoxid (DMSO) eller dimethylformamid (DMF) 
(Rosenberg, 2005). Der findes en vandopløselig variant af NHS, som hedder sulfo-NHS, og den kan 
anvendes direkte i reaktionsopløsningen uden brug af opløsningsmidler (Rosenberg, 2005 og 
www.invitrogen.com). De brugte farveprodukt i dette projekt har været letopløselige i vand. 
2.6 Proteinkoncentration 
Koncentrationen af protein og farvestof er vigtig for hastigheden og graden af substitution mellem 
reaktanterne. Det skyldes, at der sker en hydrolyse af den reaktive del af farvestoffet, fordi vand, 
som er et nucleofilt reagens, konkurrerer med aminosyrernes sidekæder om farvestoffet. Dette 
gælder særligt ved NHS estere, som er mere reaktive med aminer ved basisk pH, men som også har 
en øget grad af hydrolysering ved stigende pH (Holmes og Larry, 2001). For at minimere dette 
fænomen anbefales pH mellem 7,5 til 8,5 (Haugland ogYou, 1995). 
For at få en god interaktion mellem protein og farve, er det vigtigt, at koncentrationen af protein er 
mindst 1 mg/ml (Holmes og Larry, 2001), men koncentrationer mellem 7,5 og 15 mg/ml anbefales 
også (Brinkley, 1992). Det er dog vigtigt for reproducerbare resultater, at man farver ved samme 
proteinkoncentrationer hver gang (Holmes og Larry, 2001). 
2.7 Beregning af molære forhold 
Ved konjugering af farve til et molekyle er det vigtigt, at der er molært overskud af farve, da der 
ofte kan bindes flere farvemolekyler til det samme molekyle. I arbejdet med dette projekt er der 
blevet beregnet 5x mere farve end insulin i opløsningerne. En ampul indeholder 1 mg farve og har 
Mw 643, insulin Detemir har Mw 6800 og monomer insulin har Mw 5800. Stamopløsning af 
Detemir indeholder 10 mg/ml insulin og monomer opløsning indeholder 8 mg/ml. 1 mg Alexa Fluor 
er opløst i 500 µl vand og til hver farveprøve bruges 100 µl farveopløsning. Da det molære forhold 
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skal være 5x lavere for insulin, bliver der afpipetteret 42 µl Detemir/100µl farve og 43 µl 
monomer/100µl farve og reaktionen står mørkt natten over ved 24 ºC (Beregning Appendiks1) 
3. Kromatografiske metoder 
 
At få separeret insulin i dets A- og B-kæde er afgørende for bestemmelse af den kæde, der farves af 
AF488. Ved at bruge forskellige kromatografiske principper søges den bedst egnede metode til 
separering af insulinmolekylet. I det følgende vil størrelseskromatografi, 
polyacrylamidgelelektroforese, ionbytningskromatografi og HPLC blive anvendt. Ved disse 
metoder gælder, at et molekyles affinitet til en stationærfase (kolonne eller gel) vil ændre 
vandringen for molekylet. En blanding af forskellige molekyler vil have forskellig affinitet til 
stationær fase, hvorved nogle molekyler adsorberer og andre vaskes ud med den mobile fase 
(solvent). De adsorberede molekyler kan derefter vaskes ud ved at ændre på solventen. Derved fås 
fraktioner med forskellige molekyler.  
 
Følgende principper er beskrevet generelt, eller som de er brugt i arbejdet med dette projekt, men 
metoderne kan anvendes med mange variationer 
Størrelseskromatografi udnytter, at store molekyler skal den korte vej uden om partiklerne i 
kolonnen og derfor kommer først igennem, og at små molekyler skal den lange vej igennem 
partiklerne og derfor kommer sidst igennem.  
Ved polyacrylamidgelelektroforese flytter et elektrisk felt det ladede molekyle igennem en 
gelmatriks, der har en bremsende effekt ved stigende molekylestørrelse. 
Ionbytningskromatografi udnytter molekyleladning til at tiltrække eller frastøde molekylet til en 
negativt eller positivt ladet kolonnemasse. Som nævnt i afsnit 2.2 har B-kæden flere ladede 
aminosyrer end A-kæden og de bør derfor separere ved denne metode. 
I den anvendte form for HPLC bruges en upolær C18-kolonne, der vil adsorbere upolære molekyler, 
og mindre upolære molekyler vil kommer først igennem kolonnen. Ved ændring af eluent-
sammensætning (gradient) til mere upolær vil bundne upolære molekyler slippe kolonnen og gå 
over til mobilfasen.  
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3.1 Størrelseskromatografi 
 
Figur 3.1.a Princippet for Størrelseskromatografi (Nelson og Cox, 2005) 
 
Størrelseskromatografi er en metode til separering af molekyler af forskellig størrelse. 
Kolonnemateriale er gelpartikler (f.eks. Dextran) med mange porer, og for små molekyler vil 
brownske bevægelser forårsage diffusion ind og ud af den stationære fases porer. Denne lange vej 
igennem porerne bevirker, at små molekyler kommer sidst igennem kolonnen. Derimod vil store 
molekyler ikke kunne komme ind i porerne, men vil løbe den hurtige vej uden om gelpartiklerne. 
Ved størrelseskromatografi er det derfor de største molekyler, der først kommer igennem kolonnen, 
og derefter følger de mindre molekyler (Pharmacia, 1985). Metoden er derfor velegnet til separering 
af store molekyler (insulin) fra små molekyler (farve) i fraktioner, og det vil således være muligt at 
opsamle protein, der er konjugeret med farve og først senere vil fraktionen med ikke-konjugeret 
farve forlade kolonnen. De opsamlede fraktioner kan måles på spektrofotometer. 
 
3.2 UV-Vis Spektrofotometri  
UV-Vis spektrofotometri er en meget anvendt metode til måling af opløsninger, der absorberer lys. 
Absorbtionen af lys sker ved specifikke bølgelængder for forskellige stoffer, og målemetoden kan 
derfor bruges til identifikation af lysabsorberende molekyler og til kvantitativ bestemmelse af både 
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rene og ikke-rene opløsninger (Switzer og Garrity, 1999). Lys deles op i visuelt lys (VIS), der har 
en bølgelængde mellem 700 og 400 nm. Derfor er det farver, som kan ses med det blotte øje, der 
måles i dette område. Ultarviolet  lys (UV) kan ikke ses med det blotte øje og har kortere 
bølgelængder i området mellem 400 og 200 nm. Spektrofotometeret måler differencen mellem 
intensiteten af indsendt lys og lyset, der transmiteres, og beskriver denne forskel som absorberet  lys 
(ABS). ABS-værdien beskrives ved Lambert Beer’s lov, der siger 
ABS = ε·c·l 
ABS har ingen enhed. ε (epsilon) er den specifikke ekstinktionskoefficient; en konstant, som er 
specifik for en bestemt bølgelængde og opløsning. Enheden er ofte opgivet som M-1·cm-1. 
Koncentrationen skal have samme enhed som ε, og l er lysvejen i cm. Ved at kende ε, l og ABS er 
det muligt at beregne koncentrationen af et specifikt stof i en prøve. Kurven, der følger Lambert 
Beer’s lov, er en ret linie typisk i området mellem ABS 0,2-0,8, og det er derfor vigtigt, at prøver 
fortyndes, således at målingerne falder inden for dette område. 
  
 
Figur 3.2.a Spekter af tryptofan, tyrosin og phenylalanin (Whitford, 2005) 
 
Spektrofotometeret kan scanne et defineret område ved at måle ABS ved mange forskellige 
bølgelængder af en opløsning. Derved fås et karakteristisk spektrum af det opløste stof. Ved f.eks. 
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måling af opløsninger med proteiner vil spektret have en facon med et toppunkt omkring 280 nm 
faldende til ca. halv højde ved ca. 245 nm og derefter kraftig stigende ved 230 nm (figur 3.2.a). Det 
er de aromatiske aminosyrer, der giver absorbtionen af UV-lys, og tryptofan absorberer 4x mere lys 
end tyrosin, og phenylalanin bidrager kun en smule til det spektroskopiske billede af proteiner 
(Nelson og Cox, 2005). 
3.2.1 Analyse af insulin Detemir farvet med Alexa fluor 488 og separeret på PD10 kolonne 
Formålet med analysen er at få erfaring med farvning af insulin Detemir med farveproduktet Alexa 
Fluor 488 (AF488) fra Invitrogen. Ved scanning på UV-spektrofotometer skal der kunne ses en top 
for farve/protein ved 488 nm (495 nm ifølge producent) og en proteintop ved 280 nm. 
 
I rør med AF488 afvejes 1 mg insulin (analysevægt). Der tilsættes 2,0 ml vand og 0,2 ml 
phosphatbuffer (Appendiks 2). Farvepulver er letopløseligt, mens insulin er ret tungtopløselig. 
Opløsningen står i 3 døgn beskyttet mod lys og ved stuetemperatur. Ved påbegyndelse af separering 
er opløsningen helt klar.  
Kolonne vaskes/equillibreres med 25 ml Milli-Q-vand. Farve/proteinopløsning tilsættes og der 
opsamles fraktioner à 10 dråber (430 mg). Det er vigtigt, at opsamlingen starter, når prøve er sat på 
kolonnen.  De 27 opsamlede fraktioner scannes på Shimadzu MPS-2000. Der scannes mellem 
bølgelængderne 530 og 250 nm med 1 nm step.   
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Figur 3.2.1.a Måling af fraktioner opsamlet efter PD10 kolonne 
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Resultatet fra måling af opsamlede fraktioner af farve, farve/insulin og insulin viser, at der ikke er 
den forventede forskel mellem toppene ved 488 og 280 nm (figur 3.2.1a). Kurven for AF488 (◊) har 
toppunkt ved prøve 14 (6,02 ml) og den mulige kurve (∆) for insulin har det samme toppunkt. 
Resultatet indikerer, at der ikke sker en separering af insulin og farve. Ifølge teorien skal de første 
fraktioner indeholde insulin (store molekyler), og først i de senere fraktioner skal toppen for 
farvestof vise sig (små molekyler).  
De to kurver i figur 3.2.1.a undersøges, da de muligvis er absorption af det samme stof ved 
forskellige bølgelængder. Det gøres ved at beregne forholdet mellem ABS488 og ABS280 og tallene 
fremgår af tabel 3.2.1.a. 
 
Tabel 3.2.1.a Forholdet i glas 1-27 mellem ABS i de to kurver er næsten ens. Derfor er ABS for de to kurver 
muligvis fra det samme stof 
Glasnr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
ABS ◊/∆ 1,8 16,7 12,0 5,4 4,6 4,8 5,9 5,3 6,4 5,9 5,8 5,8 5,6 5,5
Glasnr. 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27   
ABS ◊/∆ 5,8 5,7 7,6 5,5 5,5 5,1 3,3 2,6 2,2 1,7 1,6 1,1 1,2   
 
Værdierne ligger mellem 5 og 6 for de fleste af glassene 1-27, og denne ensartethed indikerer, at 
kurverne følges ad og at det sandsynligvis er måling af det samme stof ved to forskellige 
bølgelængder. Da prøverne tydeligvis var farvet af farvestoffet, og den høje absorption er i det 
visuelle område, må det antages, at der ikke måles på insulin men kun på AF488. Dette indikerer, at 
insulin har vekselvirket med kolonnen, og at insulinet ikke er kommet igennem. 
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Figur 3.2.1.b Alexa Fluor 488  toppunkt 491 nm ABS =0,673. ABS488 = 0,639 og ABS280 = 0,075 
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For at kende spektret for Alexa Fluor 488 foretages spektrofotometrisk scanning fra 550 til 200 nm, 
og ABSmax aflæses til 491 nm. For at sammenligne 488/280 nm forholdet i figur 3.2.1.b med tabel 
3.2.1.a aflæses absorbansen til henholdsvis 0,639 og 0,075. Forholdet giver værdien 8,5, som er 
noget højere end 5-6 værdien set i tabel 3.2.1.a, men som indikerer, at de to kurver i figur 3.2.1.a 
kan være AF488 målt ved 280 og 488 nm.  
3.2.2 Måling af insulin Detemir separeret på PD10 kolonne.  
Formålet med målingen er at vise gennemløbstiden for ikke-farvet Detemir målt ved 280 nm og 
undersøge, om insulin bliver hængende på kolonnen. Derved vides, hvor hurtigt insulin kommer 
igennem PD10 kolonnen. Hastigheden kan så sammenlignes med tilsvarende kurver for farvet 
insulin og farvestof alene. 
Fremgangsmåden er den samme, som ved forrige forsøg, dog er der denne gang ikke brugt 
farvestof. 
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Figur 3.2.2.a Fraktioner målt på spektrofotometer efter gennemløb på PD10 kolonne 
 
De opsamlede fraktioners ABS viser ikke tydelige tegn på, at de indeholder insulin, da værdierne er 
meget lave (figur 3.2.2.a). Det er derfor ikke muligt at estimere en gennemløbstid på baggrund af 
måleresultaterne. Prøve nummer 10 ligger en smule højere (0,048), men værdierne er generelt 
meget lave, og denne top kan være et udtryk for måleusikkerhed. Den manglende intensitet tyder 
på, at der ikke er kommet insulin igennem kolonnen, og at udsvingene er forårsaget af støj. At ingen 
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prøver rammer nullinien kan forklares med, at stamopløsningen er turbid, og at denne turbiditet 
også gør sig gældende i en 10x opløsning. Det er derfor vigtigt, at Determir i stamopløsninger 
fremover er helt opløste, før de bruges. 
3.2.3 Scanning af insulin Detemir før gennemløb i PD10 kolonne 
Da det ikke er lykkedes at måle insulin efter kolonneseparering, skal en scanning af insulin før 
kolonnekørsel vise, hvordan spektret ser ud for insulin Detemir 
Der bruges opløsning med 1 mg insulin/ml vand og phosphatbuffer. 100 µl udtages og blandes med 
900µl vand (10x fort.)  
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Figur 3.2.3.a Scanning af insulin Detemir i området mellem 320-250 nm. Scannet med 5 nm interval 
 
Det opløste insulin Detemir scannes i området 320-250 nm for at finde den bølgelængde, hvor 
insulin giver den største absorption af lys. Ved 275 nm er der en absorbans på 0,2, hvilket er den 
højeste målte værdi (figur3.2.3.a). Dette stemmer overnes med, at proteiner har et teoretisk 
maksimum ved 277 nm, der ligger mellem absorptionen for tryptofan (280 nm) og tyrosin (275nm). 
Ved 300 nm og højere giver proteiner ikke absorption af lys, men i denne måling ligger grundlinien 
omkring 0,1. At grundlinien ikke ligger ved nul kan skyldes, at Detemir er svært opløselig i vand og 
derfor har givet en turbid stamopløsning, som spreder lyset. Dette turbiditetsproblem skyldes 
muligvis, at insulin Detemir har fået påsat et lipidmolekyle og derfor er Detemir mere upolært og 
mindre opløselig i vand.  
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Manglende opløselighed kan forbedres ved at opløse insulinet i dimethylsulfoxid (DMSO), som er 
et upolært opløsningsmiddel, der er blandbart med polære væsker. En opløsning af insulin Detemir 
og DMSO giver meget hurtigt en helt klar væske. Derfor fremstilles en stamopløsning på 130 mg 
insulin Detemir i 1 ml DMSO og insulinen bliver straks opløst. Når en prøve afpipeteres fra denne 
stamopløsning over i polær buffer, fælder Detemir straks ud og er ikke længere opløst. Det er derfor 
ikke muligt at opløse Detemir i et upolært opløsningsmiddel og opløse dette i et polært medium.  
3.2.4 Scanning af trypsinopløsning. 
Insulin Detemir er ikke letopløseligt i hverken vand eller phosphatbuffer. Derfor gentages og testes 
kolonnesepareringen på trypsin (Mw 11800), der er et letopløseligt protein. Fremover i arbejdet 
med dette projekt vælges at bruge phosphatbuffer (Appendiks 2) til at opløse prøver i og til 
ækvilibrering af kolonne. 
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Figur 3.2.4.a Scanning af trypsin i området fra 350-250 nm. Scannet med 5 nm interval. 
 
Spektret af trypsin i området 350-250 nm viser et typisk billede af proteiner scannet på 
spektrofotometer (figur 3.2.4.a). Ved 250 nm ligger absorbansen for trypsin på 0,27 og den stiger 
kraftigt ved stigende bølgelængde. Trypsin har den højeste absorbans (0,68) ved 280 nm, og det er 
netop denne bølgelængde, der anbefales ved spektrofotometrisk måling af proteiner. 
Trypsinkoncentrationen er 1 mg/ml, og da absorbansen ligger inden for det lineære område, vælges 
der fremover at arbejde med denne koncentration. 
PD10 kolonnen ækvilibreres med et volumen phosphatbuffer. Derefter sættes trypsinopløsning 
(1mg/ml) på kolonne og fraktioner opsamles. Hver fraktion er på 10 dråber, der svarer til 0,5 g, og 
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der opsamles 16 fraktioner. Der tilsættes 0,5 ml phosphatbuffer til hver fraktion for at få et samlet 
volumen på 1 ml, og blandingen overføres til cuvetten. 
 
Trypsin
0,0000
0,0500
0,1000
0,1500
0,2000
0,2500
0,3000
0,3500
0,4000
0,4500
0,5000
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Volumen (ml)
A
B
S
Trypsin 280 nm
 
Figur 3.2.4.b Trypsin målt ved 280 nm. Opsamlet i fraktioner efter kolonne 
 
Trypsinopløsningen i opsamlede fraktioner måles ved 280 nm (figur 3.2.4.b). Kurven viser, at 
trypsin kommer igennem kolonnen, og at det sker i fraktionen ved 4 ml opsamlet. Absorbansen er 
0,43 og stejlt faldende på begge sider af toppunktet. Absorbanserne ved start ligger tæt ved nul og 
efter toppunktet falder de igen til nul. Resultatet viser, at metoden virker. Grundlinien er stabil og 
den klare opløsning med trypsin er nemmere at arbejde med end insulin Detemir opløsninger. 
Metoden med separering på kolonne har givet pæne figurer med trypsin, og derfor skal samme 
forsøg gennemføres med insulin. Da dette er prøvet tidligere med Detemir (figur 3.2.2.a) bruges en 
monomer insulin opløsning, der er blandbar med phosphatbuffer. 
Spektrofotometrisk måling af insulin sker efter samme fremgangsmåde som ved trypsin, og der 
anvendes ligeledes en opløsning, der er under 1 i absorbans.  
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Figur 3.2.4.c Scanning af monomer insulin i området fra 350-250 nm. Scannet med 5 nm interval 
 
Som ved trypsin viser scanningen af monomer insulin det forventede kurveforløb for proteiner 
(figur 3.2.4.c). Insulin har en absorbans på 0,2 ved 250 nm, der stiger hurtigt med maksimal 
absorbans på 0,86 ved 270 nm. Derefter falder absorptionen hurtigt, og ved 290 nm og højere 
bølgelængder er grundlinien tæt på nul. Den letopløselige insulin giver ikke problemer med 
turbiditet, og derfor er målingerne uden for peakområdet lave. Modsat opløsningen af Detemir 
(figur 3.2.3.a), der ikke kommer under en absorbans på 0,1. 
  
Insulinopløsningen fra scanning i figur 12 sættes på kolonnen og der opsamles straks fraktioner af 
10 dråber (0,5 ml). Der tilsættes 0,5 ml buffer til hver fraktion, og de måles spektrofotometrisk ved 
280 nm.  
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Figur 3.2.4.d Insulin monomer målt ved 280 nm, opsamlet i fraktioner efter kolonne. 
 
Måling af de opsamlede fraktioner viser ikke insulin i en tydelig top (figur 3.2.4.d) som ved trypsin  
(figur 3.2.4.b). Alle fraktioner ligger på en nogenlunde ret linie uden indikation af en forskel i deres 
sammensætning. Den anvendte insulinprøve gav tydelig top ved 280 nm (figur 3.2.4.c), men efter 
kolonnen er der ikke længere målbar insulin. Disse resultater tyder derfor på, at selv monomert 
insulin bliver hængende på kolonnen.  
3.2.5 Opsamling 
Forsøget med trypsin viste, at PD10 kolonnen for dette protein har et gennemløbsvolumen på 4 ml 
og resultatet viser, at kolonnen slipper proteinet igennem i en samlet mængde. Ved at anvende 
kolonnen med gennemløb af insulin kommer intet prøve igennem, og dette tyder på, at dette protein 
bindes i kolonnen, og at kolonnen ikke virker tilfredsstillende med insulin. PD10 kolonnen kan 
derfor ikke bruges til at separere ikke-brugt farvestof fra farvet insulin. 
3.2.6 Scanning af Detemir, monomer og Alexa Fluor 488  
Apparat Shimadzu Pharmaspec UV-1700. 
Detemir er modificeret i forhold til monomer insulin, så en spektrofotometrisk sammenligning vil 
indikere om, der er en visuel forskel i spektre på de to typer. Opløsningen af monomer er blevet 
tilsat phenol som konserveringsmiddel, og det kan muligvis også give et ændret spekter. 
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Figur 3.2.6.a Detemir toppunkt 269 nm ABS = 0,508 
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Figur 3.2.6.b Monomer insulin toppunkt 270 nm  
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Figur 3.2.6.c Viser spekter af Detemir og monomer insulin (figur 3.2.6.a og 3.2.6.b) i samme plot 
 
Spektret af Detemir (figur 3.2.6.a) og monomer insulin (figur3.2.6.b) er blevet lagt sammen i et plot 
(figur 3.2.6.c) og her ses det, at de begge har den samme facon med den karakteristiske ”skulder” 
lige inden ABSmax. Toppunktet for Detemir er 269 nm og monomer er 270 nm. Der er ikke noget, 
der tyder på, at der er en spektrofotometrisk forskel på de to insulintyper og heller ikke phenolrester 
i den ene prøve giver et anderledes spektrum. 
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Figur 3.2.6.d Phenol spekter med angivelse af log epsilon 
Spektret af phenol (figur 3.2.6.d) viser, at der, som tilfældet er ved proteiner, sker en absorption i 
området mellem 260-280 nm, men det må antages, at de anvendte koncentrationer i monomer 
insulin er så lave, at det ikke har en betydning for målingerne i dette projekt.  
3.3 Polyacrylamidgelelektroforese 
 
Figur 3.3.a Udstyr til Gelelektroforese (Nelson og Cox, 2005) 
 
Følgende har Rosenberg (2005) som reference, hvis ikke andet er angivet. 
Polyacrylamidgelelektroforese (PAGE) metoden er en meget anvendelig metode karakterisitk af 
proteiner. På en hurtig og billig måde kan mange prøver analyseres eller en prøve med flere 
forskellige proteiner kan separeres. Princippet er et effektivt værktøj til selektion af molekyler, og 
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man kan hurtigt identificere et ønsket protein. Som eksempler på anvendelsen af PAGE kan nævnes 
bestemmelse af molekylevægte, renhed af proteiner og proteindannelse. 
Ved opbygning af en PAGE gel bruges acrylamid som den største bestanddel af gelen, og det er 
koncentrationen af acrylamid, der giver den porestørrelse, der separerer proteiner efter størrelse. 
Acrylamidopløsningen tilsættes en procentvis andel af bisacrylamid (bis), som krydsbinder, når 
gelen dannes. Efter blanding tilsættes ammoniumpersulfat (APS), der starter polymeriseringen af 
acrylamiden, og denne proces bliver accelereret ved tilsætning af  N,N,N´,N´-tetramethylenediamin 
(TEMED). Koncentrationen af bis kan ændres, hvilket også gælder koncentrationen af acrylamid, 
og derved ændrer man også gelens beskaffenhed og evne til at separere. Jo højere koncentrationer, 
jo mindre molekyler kan slippe igennem, og separeringen vil tage længere tid. 
PAGE metoden kræver, at proteinerne vandrer i et elektrisk felt og derfor kan proteinets ladning 
udnyttes. Metoden kaldes ”nativ gel”, og det er proteinets samlede ladning ved en given pH, der 
bestemmer proteinets vandring. Denne metode har den fordel, at proteinet ikke bliver kemisk 
ændret og det er derfor muligt at adskille proteiner, der skal forblive funktionelle. Til gengæld kan 
metoden ikke bruges til molvægtbestemmelse, da det ikke kun er størrelsen, der bestemmer 
vandringen, men altså også proteinladning/pH i buffer.  
Den mest udbredte metode er at påføre proteinet en negativ ladning med sodiumdodecylsulfat 
(SDS), der er en anionisk detergent. SDS binder sig til proteinet i et forhold, der svarer til 
molekylets størrelse og derved vil små molekyler være mindre negativt ladede end store molekyler. 
Molekylet vil i et elektrisk felt vandre, så det svarer til den relative størrelse. Denne vandring kan 
sammenlignes og størrelsen kan så bestemmes ud fra en markør. Denaturering med SDS gøres ved 
at opvarme protein/samplebuffer med SDS i 4 min. ved 95 ºC.  
Proteiner indeholder ofte cysteiner, der er bundet sammen i par med disulfidbroer. I visse tilfælde 
ønskes disse bindinger reduceret, da man derved kan bestemme størrelserne af fragmenterne i et 
protein. Reduktionen kan ske med β-mercaptoethanol men er ofte erstattet med dithiothreitol 
(DTT), der er et stærkere reduktionsmiddel. DTT er dog ikke så kraftigt reducerende som 
tributylphosphine (TBP), der er et nyere produkt, som kun kræver koncentrationer på 3-5 mM 
(Herbert et al 1998). Ved reduktion bliver cystinbindingen mellem R-CH2-S-S-CH2-R brudt og 
erstattet med R-CH2-SH  HS-CH2-R. 
 Ved elektroforese kan der ske en re-samling af de frie disulfidbånd, hvorved proteinet kan samle 
sig på ny. For at undgå dette kan der efter reduktionen foretages en alkylering af SH-grupperne med 
iodoacetamide, så CH2COO- sætter sig på S-gruppen og danner -OOC-CH2-S-CH2-R. Derved kan 
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disulfidbroer ikke gendannes. I praksis er alkylering ofte ikke nødvendig, da DTT i samplebuffer vil 
forhindre en gendannelse af disulfidbånd mellem cysteiner.  
 
Prøve, der skal loades på gelen blandes med samplebuffer for også at øge densiteten. Den øgede 
massefylde skyldes glycerol, på grund af hvilket prøven lægger sig på bunden af brønden i gelen. 
Samplebufferen er også tilsat bromphenolblåt; en farvemarkør, som indikerer vandring i gelen. 
Farvemarkøren har en lav molekylevægt og vil altid være foran proteinet. Herved er det muligt at 
stoppe elektroforesen, før proteinet løber ud.  
For at få ensartede separeringer og undgå omgang med det giftige pulver acrylamid, er det meget 
almindeligt, at virksomheder køber deres geler præfabrikeret. Udvalget er meget omfattende, 
gelerne er langtidsholdbare og der skal således ikke anvendes tid på forberedelse. Det er muligt at 
købe specialgeler, som kan separere proteiner ned til 2,5 kDa (bla. Invitrogen NuPAGE). Dette kan 
være et udmærket alternativ til selv at fremstillede geler, der begynder at få begrænsninger ved 10 
kDa. 
 
3.3.1 Gel 3.3.1.a og 3.3.1.b nativgel 20%T/0,9%C 
(20% acrylamid Total/0,9% bis Crosslinker) 
Nativ polyacrylamidgelelektroforese er den bedst egnede metode til separering af insulin i A- og B-
kæden (Chi og Huang 2007). Ved nativ PAGE udnyttes proteinets ladning til bevægelse i et 
elektrisk felt igennem gelen. Når den rette acrylamid og bis-sammensætning er fundet, kan en farvet 
insulinopløsning køres på gelen, og hvis der er forskel på de to kæder, vil det ene bånd være farvet i 
modsætning til det andet. Kendes placeringen af de to bånd i forhold til hinanden, kan det afgøres, 
hvilken kæde, der farves af Alexa Fluor.  
 
Svovlbroerne mellem A- og B-kæden reduceres med sampleopløsning E (Appendiks 3), hvor der 
anvendes 5 mmol/l DTT. Insulinet reduceres i 15 min. ved 50º C, og derefter alkyleres molekylet 
med iodoacetamid i mørke ved stuetemperatur i 30 min. 
Nativgelen er frisklavet samme dag og elektroforesen påbegyndes med 80 Volt. Når sporefarven er 
samlet i gelen, sættes spændingen op til 120 V. Der køres i 1 time og 15 min. til farven har nået 
bunden af gelen. Kammeret er placeret med is omkring til køling af running-buffer og en magnet 
omrører bunden af kammeret. Farvning af bånd sker med 0,25% w/v Coomassie Brilliant Blue i 
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eddikesyre og methanol (Appendiks 4). Overskydende farve fjernes fra gelen i vandbad opvarmet i 
mikrobølgeovn. 
 
Gel 3.3.1.a og 3.3.1.b er nativgeler (uden SDS) af monomer insulin og Detemir. I tabel 3.3.1.a og 
3.3.1.b fremgår hvilke kombinationer af prøve, blandingsforhold med samplebuffer og 
prøvemængde, der er anvendt. Dette er gjort for at få et billede af monomer 
insulinkoncentrationerne og hvor kraftige bånd, det giver på gelen. 
 
Tabel 3.3.1.a Gelopsætning til gel 3.3.1.a med monomer insulin 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 Markør Monomer => => => => => => => = 
Insulin/Sampel 
buffer E 
1:2 => => = 1:4 => = 1:8 => = 
Μl prøve 4 10 20 30 10 20 30 10 20 30 
 
Tabel 3.3.1.b Gelopsætning til gel 3.3.1.b med Detemir insulin 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 Markør Detemir => => => => => => => = 
Insulin/Sampel 
buffer E 
1:2 => => = 1:4 => = 1:8 => = 
Μl prøve 4 10 20 30 20 10 30 10 20 30 
 
 Alle geler i dette projekt er farvet med Coomassie Brilliant Blue efter forskrift (Appendiks 4). 
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Gel 3.3.1.a Monomer insulin. Proteinerne i toppen af gelen er 
meget farvede. Gelen var tre dage gammel, da den blev brugt. 
Spor af bromfenolblåt anes som en bølge ⅓ nede ad gelen 
Gel 3.3.1.b Detemir. Data se tabel 3.3.1.b 
 
Gel 3.3.1.a og 3.3.1.b viser ikke tydelige bånd efter insulin. Det er muligt, at insulinen kun lige er 
kommet ned i gelen, og derfor er insulinen de farvede bånd, der ligger under brøndene. Intensiteten 
af disse bånd bruges til at bestemme parametrene til prøveafsætning i de næste geler. Der anes et 
spor af bromfenolblåt som en bølge ⅓ nede ad gelen.  
3.3.2 Gel 3.3.2.a nativgel 6%T/0,3%C  
Koncentrationen af acrylamid justeres for at give proteinerne bedre mulighed for at flytte sig i 
gelen. Der tilsættes proteinet Cytochrom C i brønd 4, da dette protein har en Mw på 12400 og det 
vil være relevant med et bånd fra et andet kendt protein end insulin. 
  
Tabel 3.3.2.a Gelopsætning til gel 3.3.2.a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør Detemir = Cytochrom 
C 
Detemir 
alkyleret  
Monomer Monomer 
alkyleret 
Cytochrom 
C 
- - 
- - Red -Red - Red + Red - Red + Red - Red - - 
5 µl 5 µl 30 µl 5µl 30 µl 10 µl 10 µl 5 µl - - 
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Gel 3.3.2.a Bånd 5 er reduceret Detemir. Der er et kraftigt uskarpt bånd 
omkring midten. I bunden af gelen er der yderligere et bånd 
  
Gelen viser et bånd i række 5 og to svage bånd i række 6. Bånd 5 er reduceret Detemir, der derefter 
er alkyleret. Bånd 6 er ubehandlet monomer insulin, som kun er blandet med sample buffer og 
påført gelen. At der er to bånd i række 6, kan være fordi opløsningen af monomer insulin indeholder 
dimere eller hexamere insulinmolekyler. I de resterende rækker er følgende prøver sat:  
Række 1: markør > 10kDa 
Række 2: = 3 
Række 3: Detemir ubehandlet 
Række 4: Cytochrome C (Mw 12400)  
Række 7:  Monomer insulin reduceret og alkyleret 
Række 8: Cytochrome C 
Rækkerne ovenfor har ikke givet bånd, eller molekylerne har flyttet sig igennem gelen uden at blive 
stoppet af acrylamiden.  
På grund af de manglende resultater med nativgeler vælges at gå over til SDS geler, og prøverne 
denatureres med SDS. Derved sættes en negativ ladning på insulinet, og separeringen i gelen 
forløber nemmere. 
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3.3.3 Gel 3.3.3.a og 3.3.3.b 6%T/0,3%C  
Detemir og monomer insulin køres med SDS PAGE metoden, hvor molekylerne bliver negativt 
ladede. Ved at eksperimentere med forskellige gelkoncentrationer, skal det være muligt at få A- og 
B-kæden udtrykt som to bånd. 
 
Tabel 3.3.3.a Gelopsætning til gel  3.3.3.a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør - Detemir = - Monomer = - Markør - 
- - - Red +Red - - Red + Red - - Red - 
4 µl - 30 µl 30 µl - 10 µl 10 µl - 10 µl - 
 
Tabel 3.3.3.b Gelopsætning til gel  3.3.3.b 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
- Detemir = Markør Monomer = - - - - 
- - Red +Red  - Red + Red - - - - 
- 30 µl 30 µl 4 µl 10 µl 10 µl - - - - 
 
  
 
 
Gel 3.3.3.a farvet med Coomasie Brilliant Blue 1 
time  og affarvet i mikrobølgeovn 
 
 
Gel 3.3.3.b farvet i 5 min. og derefter behandlet som gel 
3.3.3.a. Der ses tre bånd i række 4, det er de største 
molekyler i markøren (Mw 94000, 67000 og 43000) 
 
Gel 3.3.3.a har stadig rester af farve, da den var svær at affarve efter at have reageret med Coomasie 
Brilliant Blue i en time. Det er ikke muligt at se bånd på gel gel 3.3.3.a. Derimod er gel 3.3.3.b kun 
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blevet farvet i 5 min. Det ses tydeligt, at gelen er fint affarvet, og at der er tre bånd for de største af 
molekylevægtene i markøren (Mw 94000, 67000 og 43000). Det må antages, at de små molekyler 
fra insulin (Mw<6800) er løbet ud af gelen. 
3.3.4 Gel 3.3.4.a 22%T/2,9%C 
I gel 3.3.4.a sættes koncentrationen af acrylamid og bis op i forhold til gel 3.3.3.a. Det bør derfor 
være nemmere at separere de små proteiner, og de store molekyler fra markøren skal ikke kunne 
separere. 
 
Tabel 3.3.4.a Gelopsætning til gel 3.3.4.a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør Detemir => => = Monomer => => = Markør 
- + Red + Red - Red - Red + Red + Red - Red - Red - 
4 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 4 µl 
 
 
Gel 3.3.4.a er mælket i farven og ikke gennemsigtig efter støbning. Der anes nogle smear ved brønd nr. 3, 6 og 7. 
Det antages, at den mælkede farve skyldes højt bisindhold, der influerer på polymariseringen af gelen 
 
Gel 3.3.4.a blev mælkehvid og fuldstændig uigennemsigtig under polymeriseringen. Det var første 
gang at bisindholdet var omkring 3%, og denne høje koncentration kan være årsagen til fænomenet. 
Da det stadig ville være muligt at se blå bånd på den hvide baggrund, besluttedes at bruge gelen. 
Det ses på gelen, at der ikke er bånd og at insulinen og markøren højst sandsynligt ikke er trængt 
ind i gelen. Det må antages at strukturen i gelen har taget skade og at den hvide farve er et udtryk 
for herfor. 
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3.3.5 Gel 3.3.5.a 22%T/1,5%C 
Der vælges at gå ned i biskoncentration for at undgå forkert polymerisering. Denne gel bliver 
gennemsigtig. 
 
Tabel 3.3.5.a Gelopsætning til gel 3.3.5.a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør Detemir => => => => = Markør Monomer = 
-. ukendt ukendt 54mg/2ml = = = - ukendt ukendt 
- + Red - Red + Red + Red - Red - Red - + Red -Red 
3µl 10 µl 10 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 3 µl 10 µl 10 µl 
 
 
Gel 3.3.5.a er gennemsigtig efter støbning. Der ses tydelige bånd efter insulin, men båndene er ikke tydelige nok 
til at adskille mellem en A- og B-kæde. Markøren (række 1 og 8)  har store molekylevægte og er derfor ikke 
separeret på gelen. Gelen er startet ved 80 V 25 mA i ca. 20 min. til bromfenolblåt er inde i gelen. Efter 20 min. 
er spændingen sat op til 110 V 25 mA 
 
Gel 3.3.5.a viser for første gang bånd af insulin, men det er ikke muligt at se reduceret insulin som 
en A- og B-kæde. Det ser ud til, at en lavere biskoncentration giver en pænere separering af insulin. 
Derfor vælges at fremstille en gel på 20 og 15 % med lavere bisindhold.  
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3.3.6 Gel 3.3.6.a 20%T/1,3%C 
I gel 3.3.6.a sættes koncentrationen af acrylamid og bis ned i forhold til gel 3.3.5.a.  
 
Tabel 3.3.6.a Gelopsætning til gel 3.3.6.a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør Detemir => => => => = Markør Monomer  
-. ukendt ukendt 54mg/2ml => => = - ukendt ukendt 
- + Red - Red + Red + Red - Red - Red - + Red -Red 
3µl 10 µl 10 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 3 µl 10 µl 10 µl 
 
Efter at have opløst en frisk acrylamid-stamopløsning (30/02) bliver der straks efter fremstillet to 
geler på henholdsvis 15 og 20 %. Begge geler bliver hvide under polymariseringen ligesom gel 
3.3.4.a. For at indkredse mulige årsager til dette fænomen, bliver der fremstillet yderligere to geler. 
Gelen på 20 % bliver fremstillet af en ældre opløsning af acrylamid og 15 % gelen af den nye. Da 
ammoniumpersulfat i de første geler er blevet tilsat samtidig med TEMED uden problemer, og i de 
sidste geler er blevet tilsat samtidig med de andre komponenter før TEMED, undersøges om dette er 
en årsag til hvide geler. Der tilsættes derfor ammoniumpersulfat samtidig med TEMED i både 20% 
og 15 % gelen. Ved polymariseringen bliver 15 % gelen, der er fremstillet af den nye opløsning 
acrylamid hvid, og gelen på 20 % bliver klar. Dette resultat frikender tilsætningsrækkefølgen af 
ammoniumpersulfat som årsag til hvide geler men indikerer, at årsagen kan være, at 
acrylamidopløsningen ikke har været opløst længe nok. Da der kun er en egnet gel, bliver den brugt 
som gel 3.3.6.a. Den hvide gel bliver lagt i vand til den følgende dag, for at se, om den ændrer 
farve, men dette ændrer ikke ved gelens udseende.  
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Gel 3.3.6.a (20%T/1,3%C) Prøverne er måske ikke fuldstændigt reducerede. Række 9, der er reduceret, 
indeholder muligvis to områder med henholdsvis A- og B-kæde sammenholdt med række 10, der er mere 
sammenhængende (1). Række 6 er ikke reduceret men har bånd, der ligner række 5, der er reduceret (2). I 
række 5 er der muligvis et bånd yderligere (3) 
 
Gel 3.3.6.a er en 20% acrylamid med 1,3% bis. Gelen ligner meget gel 3.3.5.a men der er tydeligere 
bånd, der yderligere er løbet længere på gelen. Ved at sammenligne række 9 og 10 kan der anes en 
forskel, da den reducerede prøve i række 9 er mere todelt end i række 10, som ikke er reduceret (1). 
En pæn separering ville give to vandrette bånd adskilt fra hinanden. I række 9 er separeringen ikke 
tydelig. Detemir i række 6 ligner området i række 10 i en tyndere koncentration, og båndet er 
trukket lidt ud (2). Række 5 er trukket ud som et bredt bånd men der anes muligvis et ekstra bånd 
(3). 
For endelig at undersøge gelkoncentrationens betydning for separering af insulin, fremstilles der 
nye 20% og 15% geler som gel 3.3.7.a og 3.3.7.b. 
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3.3.7 Gel 3.3.7.a og 3.3.7.b 20%T/0,7%C og 15%T/0,5%C 
I disse to geler sættes koncentrationen af acrylamid og bis ned i forhold til gel 3.3.6.a. 
 
Tabel 3.3.7.a gelopsætning til gel 3.3.7.a og 3.3.7.b 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Markør Detemir => => => => = Markør Monomer = 
- ukendt ukendt 54mg/2ml => => = - ukendt ukendt 
- + Red - Red + Red + Red - Red - Red - + Red -Red 
3µl 10 µl 10 µl 2 µl 10 µl 2 µl 10 µl 3 µl 10 µl 10 µl 
 
 
 
 
Gel 3.3.7.a  20% acrylamidgel med 0,7% bis. Farvet 
område fra insulin er synligt nederst på gel. Markør i 
række 1 og 8 er ikke synlig 
 
Gel 3.3.7.b 15% acrylamidgel med 0,50% bis. Bånd 
fra markør 1 række 1 og 8 er Mw 94000, 67000, 43000 
og 30000 
 
Gel 3.3.7.a er 20% med 0,7% bis, og gelen viser nederst tydelige områder af insulin. Båndene er 
ikke skarpe i kanterne men trukket ud, så der dannes en ”hale”. Båndene er løbet langt, så det er 
ikke muligt at se, om der ligger fraktioner af insulin foran, og derfor er det ikke mulig at bedømme 
denne gel ud fra insulinbåndene. Markøren (1 og 8) er ikke synlig, og da markøren har molvægt, der 
er væsentlig højere end insulin, burde det være muligt at se spor af den.  
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Gel 3.3.7.b er 15% med 0,50% bis og her er dele af markøren tydelig. På gelen ses båndene på Mw 
94000, 67000, 43000 og 30000, og derfor må de små insulinmolekyler  på < 6800 være ude af gelen 
igen.  
Tidligere geler med omkring 20% acrylamid har kørt i ca. 2 timer uden at prøverne er kommet 
længere end 1-2 cm ind på gelen. Gel 3.3.7.a og 3.3.7.b har en lavere biskoncentration og det har 
betydet, at der ikke har været nær den samme tilbageholdende effekt i gelen som tidligere. En 
kørselstid på 4 timer er derfor for længe for denne lave biskoncentration og gelerne skulle have 
været stoppet efter ca. to timer.  
Det har ikke været muligt at separere A- og B-kæden ved brug af PAGE. Gelerne har været 
fremstillet i eget laboratorium og litteratur beskriver, at det er muligt både med nativ og SDS PAGE 
at få skarpe bånd for begge kæder (Chi og Huang. 2007). En hurtig metode, hvor producenten lover 
separation ned til 2,5 kDa, er ved at bruge NuPAGE fra Invitrogen, og Bio-Rad tilbyder et system 
der hedder Tris-Tricine SDS PAGE som separerer ned til 4 kDa 
3.4 Ionbytningskromatografi 
 
Figur 3.4.a Princippet for ionbytningskromatografi (Nelson og Cox, 2005) 
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Følgende har Rosenberg (2005) som reference, hvis ikke andet er angivet. 
Ved ionbytningskromatografi udnyttes at proteiner ved en given pH har en ladning, og at proteinet 
derfor vil have en større eller mindre affinitet til ionbytningskolonnen. Der er tre forskellige 
muligheder for affinitet til bytteren. Kolonnematerialet kan adsorbere proteinet fuldstændigt, så det 
ikke flytter sig på kolonnen, proteinet adsorberers slet ikke og løber igennem med solventen eller 
det adsorberer kun delvist og bliver forsinket i gennemløbet. Hvis et protein ønskes oprenset, er det 
en fordel, hvis det adsorberer fuldstændigt og andre molekyler løber igennem. Det kan omvendt 
også være en større prøvemængde eller industriel batch, som skal renses for ioner ved at ionerne 
adsorberer til kolonnen, og produktet løber igennem næsten uden tab.   
Der findes mange forskellige materialer, som ionbytteren kan være opbygget af. I dette projekt er 
der blevet arbejdet med diethylaminoethyl (DEAE-) ionbytter, der er en anionbytter. Ve d en 
anionbytter er søjlematerialet positivt ladet, og derfor vil de positive ladninger (cationer) på søjlen 
byttes med negative ladninger (anioner) fra prøven. Den funktionelle gruppe DEAE er -
OCH2CH2N+H(CH2CH3)2. DEAE er en såkaldt svag ionbytter, da den vil miste sin ladning ved pH 
større end 9, men svage ionbyttere foretrækkes til separering af komponenter, der er hurtigt 
reagerende (labile). Tilsvarende findes svage cationbyttere (f.eks carboxemethyl), der mister sin 
ladning ved pH under 6. 
Det isoelektriske punkt (pI) er det pH hvor et molekyle er neutralt ladet. Ved et pH over pI vil 
molekylet være negativt ladet og pH under vil det være positivt ladet. Kendskab til pI for et protein 
kan bruges til at bestemme hvilken type ionbytningsmateriale, der vil være velegnet til separering 
og hvilket pH solventet skal være indstillet til.  
Insulin har et pI på 5,30-5,35 (Wintersteiner og Abramson, 1932) og en buffer på pH 7 betyder at 
proteinet bliver negativt ladet. Da den negativt ladede insulinkæderne skal bindes til kolonnen skal 
der vælges en anionbytter. En DEAE kolonne er derfor velegnet. Søjlen bliver derfor equilibreret 
med buffer A pH 7,0. Aminosyresammensætningen af insulinets to kæder (tabel 2.2.a), viser at B-
kæden har en lysin, en argenin og to histidin som alle er positivt ladede, hvorimod der ikke er 
positivt ladede aminosyrer på A-kæden. Da molekylets ladning er en summering af alle 
aminosyrereladninger, og at de positive ladninger kommer fra B-kæden, kan det antages at A-
kæden er mere negativt ladet end B-kæden. Ved et pH på 7,0 vil de mere negativet ladede kæder 
(A) derfor blive tilbageholde og de positivt ladede kæder (B) vil passere kolonnen uden at blive 
stoppet. 
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3.4.1 Separering af insulin A- og B-kæde med ionbytningskromatografi. 
Med ionbytningskromatografi er det muligt at separere reduceret monomer insulin i to fraktioner. 
Derved bliver A- og B-kæden adskilt, og det kan udnyttes i det videre arbejde. Arbejdet med 
ionbytningskromatografi giver en god indsigt i princippet for separeringen, og det er muligt at teste 
teorien omkring pI og pH i buffer. 
 
Fremgangsmåde  
Buffer A: 6 M Urea og 20 mM Tris buffer (Hvidt og Lehrer, 1992).  
Buffer B: som buffer A men tilsat 1 M NaCl      
 
Monomer insulin fældes med trichloreddikesyre for at fjerne rester af phenol og ovenstående væske 
fjernes. Det fældede protein genopløses i buffer A. 
 
DEAE kolonnen ækvilibreres med 3x volumen Buffer A, til pH er stabilt.  
 
Søjlevolumen  1,52·7,5· π   53 cm3 
Opsamling efter prøvetilsætning. 8 glas med 3 søjlevolumener  20 cm3/glas 
Opsamling efter Buffer B (saltgradient).  8 glas med 3 søjlevolumener  20 cm3/glas 
Der måles UV-spektrofotometrisk på opsamlede prøver ved 276 og 271 nm (λmax monomer) 
3.4.2 Resultat 
Ved optimal separering skal der være en top i den første serie (1-8) og en top i den næste (9-16). 
Derved er A- og B-kæden blevet separeret.  
 
Monomer efter fældning
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
230 250 270 290 310
Bølgelængde nm
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B
S 
 
Monomer
 
Figur 3.4.2.a Monomer insulin efter fældning. Scannet mellem 230-310 nm. λmax 276 nm 
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 Før påbegyndelse af ionbytningskromatografi bliver prøven kontrolleret ved en spektrofotometrisk 
scanning mellem 230 og 310 nm. Spektret viser, at insulinet har det karakteristiske proteinbillede. 
Ved scanning af fraktioner med insulin efter kolonnen kan der derfor forventes det samme billede.  
 
Fraktioner bliver opsamlet i glas 1-8 med buffer A som eluent og glas 9-16 med buffer B som 
eluent med 1 M NaCl. Alle glas scannes mellem 320 og 240 nm. Ud fra målingen noteres data 
mellem 280 og 270 nm. Glas 4 er særligt interessante og data noteres her ned til 264 nm.  
Monomer fældet og sep. på ionbytter
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
264 266 268 270 272 274 276 278 280
Bølgelængde nm
A
B
S 
 Monomer Glas 2
fortyndet 2x
Monomer Glas 4
 
Figur 3.4.2.b Glas 2 og 4 scannet i området 280-264 nm.  
Glas 2 ABSmax 276 nm og glas 4 ABSmax 271 nm 
 
Scanning af glas 1-16 viste, at kun glas 2 og 4 havde det karakteristiske proteinspektrum og at 
ABSmax for glas 2 er 276 nm og glas 4 er 271 nm (figur 3.4.2.b), og derfor må være forskellige. Da 
dette er bemærkelsesværdigt, blev data for disse to glas undersøgt nærmere. 
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 Absorption i Glas
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Figur 3.4.2.c Absorption ved 276 og 271 nm for Glas 1-12.  
Glas 2 er fortyndet 2x 
 
Kurve (figur 3.4.2.c) viser målinger ved de to interessante bølgelængder 276/271nm udført på glas 
1-12. Der er tydeligvis sket en fraktionering fordelt på glas 2 og 3 (figur 3.4.2.c). Det antages, at 
insulin i glas 4 har vekselvirket med søjlen og derfor er insulinen blevet en smule forsinket i sit 
udløb. Tilsætning af saltopløsning (buffer B) til søjlen efter glas 8 har tydeligvis ikke løsnet 
bundede proteiner, da der ikke er insulintoppe mellem glas 9 og 16 (13 -16 ikke vist). Det må derfor 
antages, at ionbytningssøjlen ikke binder insulin særligt kraftigt ved de anvendte solventbetingelser 
(figur 3.4.2.c).  
 
For at verificere resultaterne blev ionbytningsforsøget gentaget. Fremgangsmåden var som ved 
forrige forsøg, dog blev der brugt den halve prøvemængde (2 ml), der blev fortyndet 10x og pH-
kontrolleret til 7,00. Før separering blev opløsningen scannet for at sikre, at der stadig var et intakt 
proteinbillede (ikke vist). Derefter blev de 20 ml prøve sat på ionbytningskolonnen, og som 
tidligere blev fraktioner opsamlet.  
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Monomer fældet og sep. på ionbytter
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Figur 3.4.2.d Monomer målt i glas 2 og 3 ABSmax 276 nm og glas 5 ABSmax 271 nm 
 
Resultater fra første kørsel blev gentaget i anden kørsel med den variation, at der blev målt insulin i 
både glas 2 og 3. Første kørsel viste, at insulin i første top løb igennem kolonnen uden at blive 
forsinket, og da volumen af prøven er 20 ml, er det naturligt, at den fordeler sig i to glas. Glas 2 og 
3 har derfor begge ABSmax ved 276 nm. Glas 5 viser proteinspektrum og ved en nærmere analyse 
blev ABSmax fundet til 271 nm (figur 3.4.2.d).  
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Figur 3.4.2.e ABS målt ved 276 nm og 271 nm i glas 1 - 12.  
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Måling af glas 1-12 ved 276 og 271 nm (figur 3.4.2.e) viser som forventet, at glas 2 og 3 absorberer 
mest lys ved 276 nm og glas 5 ved 271 nm. Der er som i figur 3.4.2.c sket en fraktionering, og 2. 
fraktionen er skubbet fra glas 4 til glas 5 pga. den større prøvevolumen.  
Det skal understreges, at der stadig er høje værdier for ABS271nm i glas 2 og 3, og ligeledes er der 
høj værdi for ABS276nm i glas 5. 
Det er ikke muligt sikkert, at identificere hvilke af de to toppe, der er A- og B-kæden, men det er 
muligt på baggrund af amminosyresammensætning at vurdere identiteten. Fra figur 2.4.2.b og 
2.4.2.d vides, at ABSmax er forskudt til 271 nm for glas 4 og 5. A- og B-kæden har begge en 
tryptofan (ABSmax 280nm) og to tyrosiner (ABSmax 275nm). Derfor giver disse aminosyrer ikke en 
forskel i ABSmax for de to insulinkæder. B-kæden har som den eneste af de to kæder tre 
phenylalanin, som giver en svag absorption ved 255nm. Derfor kan phenylalanin tænkes at trække 
ABSmax for B-kæden ned til en lavere værdi sammenholdt med A-kæden. Ud fra denne teori kan det 
antages, at B-kæden har ABSmax ved 271nm. 
En anden teoretisk overvejelse er at vælge at fokusere på ladningen af aminosyrerne ved pH 7,00. 
Igen har begge kæder fællestræk, da begge har to glutamat, der giver negativ ladning til proteinet. 
Proteinet er udfoldet i ureabufferen, og derfor vil disse aminosyrer give den samme negative 
ladning til begge kæder. B-kæden har yderligere en lysin, en arginin og to histidin, der giver 
positive ladninger til proteinet. Disse aminosyrer findes ikke i A-kæden.  
 
Tabel 3.4.2.a Positivt og negativt ladede aminosyrer ved pH 7 (Nelson og Cox, 2005) 
Aminosyre pKR Ladning ved pH 7
Lysin 10,53 + 
Arginin 12,48 + 
Histidin 6,00 + 
Asparginsyre 3,65 - 
Glutaminsyre 4,25 - 
 
Ved pH 7 vil sidekæderne i lysin, arginin og histidin være positivt ladede (Nelson og Cox, 2005), 
og da B-kæden har fire af disse aminosyrer i modsætning til A-kæden, der ingen har, må det 
antages, at B-kæden er mere positivt ladet end A-kæden. Ligeledes vil asparginsyre og glutaminsyre 
have en negativ ladning ved pH 7, men da begge kæder har to glutaminsyre og ingen asparginsyre, 
vil de være lige negativt ladede. 
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DEAE-ionbytningsmaterialet er en anionbytter, der tilbageholder negative proteiner. Derfor skal B-
kæden (positivt ladet) passere igennem søjlen uden at blive holdt tilbage, og A-kæden (mere 
negativ) skal sætte sig på søjlen. Ud fra denne teori er det B-kæden i glas 2/3, der har ABSmax ved 
276nm og A-kæden, der vekselvirker med søjlen og opsamles i glas 4/5 og har ABSmax ved 271nm. 
Dette bekræftes af Ito at al.(2007), der skriver at pI B > pI A og som forfatterne siger ”derfor er det 
muligt at adskille disse i en positiv ion metode” og yderligere af Hong et al. (2006), der er mere 
specifik og skriver, at pI værdien for B-kæden er 7,2 og for A-kæden 2,3. Ved pH 7 vil B-kæden 
være neutralt til positivt ladet og derfor gå lige igennem ionbytningssøjlen. A-kæden vil være 
negativt ladet og derfor blive tilbageholdt af søjlen. Det må derfor antages, at glas 2/3 indeholder B-
kæden og glas 4/5 indeholder A-kæden. 
3.5 HPLC 
HPLC er en forkortelse for high performance (or pressure) liquid chromatography (Rosenberg, 
2005). Udstyret til HPLC består af en pumpe, injector, kolonne, detektor og skriver/computer. 
Prøven injiceres enten manuelt eller via autosampler og blandes med eluenten som pumpes igennem 
kolonnen til detektoren. Kolonnen er pakket med et materiale (stationærfase) der i polaritet passer 
med det molekyle som ønskes separeret, således at molekylet bliver forsinket i gennemløb eller helt 
holdt fast på den stationære fase ved vekselvirkningskromatografi. Hvis molekylet binder stærkt til 
kolonnematerialet køres der med en gradient i eluenten som derved langsomt blandes med en 
stigende koncentration af et mere upolært solvent. Det bundede molekyle på stationærfase vil gå løs 
og derved over i mobilfase der fører stoffet til detektoren. I kromatogrammet vil der kunne ses 
toppe hvor hver top repræsenterer forskellige stoffer eller molekyler. Tiden fra injektion til 
detektion kaldes retentionstiden og det antal minutter det tager for et stof at komme igennem, kan 
sammenlignes med kendte standarder på den samme kolonne og gradient. Derved er det muligt at 
identificere sammensætningen i en prøve. Systemet kan også bruges til at separere proteiner som 
kun har meget lille forskel i deres opbygning og størrelse. Ved at vælge den rigtige kolonne og 
justere på flow og gradient er det muligt at separere proteiner der f.eks. kun varierer en smule fra art 
til art. 
Detektoren i mine forsøg er et UV-VISspektrofortometer, der meget hurtigt kan scanne hele 
spektret af eluenten der passerer detektoren i samme øjeblik. Fra denne scanning er det muligt, at 
vælge en eller flere bølgelængder, der er særligt karakteristisk for molekylet og som skal vises 
grafisk.  
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HPLC metoden er et meget præcist analyseværktøj, som forventes at være velegnet til separering af 
insulin i A- og B-kæder. Insulin bliver farvet i et 5x molær overskud af Alexa Fluor og med kun 1 
mg farve tillader dette ikke et prøvevolumen, der er stort nok til f.eks. ionbytningskromatografi. 
Derfor er HPLC en nødvendighed for måling af disse opløsninger, da der her kun anvendes et 
prøvevolumen på 5-20 µl.  
FEF Chemicals har fremsendt en C18-- kolonne der forventes at være velegnet til separering af A- og 
B-kæder. Der vælges at bruge en eluent med 1‰ Trifluroacetic acid (TFA) i vand, som derfor er 
den polære eluent og en eluent af 1‰ TFA i acetonitril, der er en upolær eluent sammenlignet med 
vand (http://www.vydac.com/vydacpubs/handbook/handbook_3rd_ed.pdf). 
 Efter en del testkørsler erfaredes det, at den optimale separation fås med 1‰ TFA i vand som start 
eluent og 1‰ TFA i acetonitril, som en gradient startende ved 00% stigende til 60% over 24 min.og 
derefter stiger gradient andelen til 95% de efterfølgende 7 min.  Der foretages justeringer i eluent og 
flow, så gennemløbstiden for insulin er ca. 20 min. og derved er insulinkæderne længe nok på 
kolonnen til at blive separeret.  
3.5.1Resultater 
I det følgende vil resultaterne fra HPLC målingerne (apparatur Dionex) blive præsenteret. Det første 
spektrum/kromatogram viser HPLC kørsel af AF488, og de efterfølgende kromatogrammer viser 
kørsel af Detemir og AF488 i samme prøve målt ved 270 nm og 490 nm. Kromatogrammerne bliver 
præsenteret med en kort tekst, og spektra af relevante kromatogrammer vises for at underbygge 
denne tekst. Derefter følger et skema, der lister alle væsentlige retentionstider og bølgelængder for 
AF488, Detemir, monomer insulin og fraktioner fra ionbytningskromatografiforsøgene. Den 
efterfølgende tekst tager udgangspunkt i dette skema og vil være en mere dybdegående analyse. 
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Figur 3.5.1.a Alexa Fluor 488 kromatogram på C18-kolonne 
 
Kromatogram figur 3.5.1.a viser AF488 uden insulin. To toppe kommer ud efter ca. 7 og 8 min. og 
frem til 11.6 min. er der ”støj” fra AF488. Derefter er der ikke flere toppe.  
 
Figur 3.5.1.b Detemir og AF488  på C18-kolonne målt ved 270 nm. Insulin toppe ved 10.03 og 14.66 min. 
 
Figur 3.5.1.b viser Detemir og AF488 efter konjugering natten over. Kromatogrammet er vist ved 
270 nm og der er toppe fra farveproduktet ved ca. 7 og 7.5 min. og derefter følger insulintoppe ved 
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10.03 og 14.66 min. Ved 14.17 er der en top som har ABSmax ved 499 nm (farve) og derfor har 
farven fået en længere retentionstid sammenlignet med ren opløsning (figur 3.5.1.a ). 
 
 
Figur 3.5.1.c Som forrige figur ved 490 nm.  Top ved 14.17 er ikke insulin A, men en farvetop.  
 
Figur 3.5.1.c er identisk med kromatogram 3.5.1.b men målt ved 490 nm. Proteintoppene ved 10 og 
14 min. er ikke længere tydelige og kun nogle små toppe fra farve kan anes. Software opsætningen 
har gjort at top 14.17 min. er blevet markeret som insulin A. Det er ikke rigtigt, da toppen har 
spektrum som farve og ABSmax ved 499 nm.  
 
 
Figur 3.5.1.d Top 10.03 forstørret 
 
Figur 3.5.1.d viser udsnit af figur 3.5.1.b omkring top 10.03 min. ved 270 nm og denne tops 
scanning ses af figur 3.5.1.e 
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Figur 3.5.1.e Top 10.03 spekter ved 270 nm 
 
Spektret af top 10.03 min. i figur 3.5.e viser, at der er ABSmax ved 285.5 nm og spektret har den 
karakteristiske proteinfacon, derfor er 10.03 en proteintop.  
 
Figur 3.5.1.f  Som figur 3.5.1.d men ved 490 nm. Top 10.03 detekteres ikke 
 
Når kromatogrammet i figur 3.5.1.d vises ved 490 nm, er der ikke længere en stor top ved 10.03 
min., men muligvis en lille, der ikke bliver integreret (se cirkel figur 3.5.1.f). Den tilsvarende 
analyse af insulintop ved 14.66 min. og 270 nm (Appendiks 5) viser ikke top ved 490 nm. Dette kan 
indikere, at toppen ved 10.03 min. er blevet farvet en smule modsat A-kæden (14.66 min.), der ikke 
er blevet farvet. Dog er farvningen så svag, at nye målinger kræves for at understøtte denne teori. 
Derudover er der to nabotoppe ved 10.22 og 10.42 min. som bliver større. Spektret af 10.22 vises i 
 48
figur 3.5.1.g og dette viser ABSmax ved 500nm. Det samme gør sig gældende for top 10.43 og de er 
derfor begge farvetoppe. Spektret for de samme to toppe ved 270nm viser ikke proteinfacon, så der 
er ikke insulin i disse to toppe. Figur 3.5.1.f og g viser at insulintoppen ikke er blevet farvet og det 
samme mønster ses for insulintoppen ved 14.66 min. i 3.5.1.b. De tilsvarende prøver for monomer 
viser heller ikke tegn på, at insulintoppene er farvet. 
 
 
Figur 3.5.1.g Spekter af nærmeste top til 10.03 set ved 490nm 
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Resultaterne af HPLC kørsel ses i tabel 3.5.1.a. Her er retentionstider for toppe listet og 
bølgelængde for maksimal absorbans for toppen kan yderligere aflæses. Derved er det muligt at se 
om prøverne har fællestræk og bestemme hvilken top der med størst sandsynlighed tilhører A- eller 
B-kæden. 
 
Tabel 3.5.1.a viser de vigtigste retentionstider fra spectra og λmax af AF488, ikke reduceret, reduceret og farvet 
insulin. Yderligere er glas 2 og 4 fra ionbytningskromatografiforsøget blevet kørt 
 
 
Det fremgår af tabel 3.5.1.a at ikke reduceret Detemir kommer ud efter 17.02 min., og monomer 
insulin ved 14.66 og 18.13 min. At der er to toppe kan muligvis skyldes, at monomer insulin måske 
findes som både monomer og dimer (eller evt. hexamer) i prøven og monomer kommer først 
igennem og dimer som nummer to (mere upolær). Detemir har påsat C14 kæde, der gør den mere 
upolær, så den kommer ud efter 17.02 min. At Detemir er en smule hurtigere igennem kan passe 
med, at den anden insulintype er på dimer eller hexamer form og derfor yderligere upolær. 
De reducerede prøver af Detemir og monomer insulin har begge toppe ved ca. 10 min. og en λmax på 
285 nm og en top ved ca. 14 min. med en λmax på 271 nm. Ved Detemir passer antallet af toppe med 
A- og B-kæden, mens reduceret monomer ”mangler” en top, da der kun er tre toppe i reduceret 
form og to toppe i ikke reduceret form. Ved monomer ligger retentionstiden 14.59 for reduceret 
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prøve tæt på tiden for ikke reduceret (14.66 min.) og λmax for de samme to er næsten ens (271,9 og 
270.9 nm). Det er ikke muligt ud for disse data at forklare hvorfor denne retentionstid går igen i 
reduceret og ikke reduceret monomer insulin. Om 14 min. toppen er monomer insulin eller den er 
den ene kæde af reduceret monomer vides ikke, men intensiteten af toppen viser, at det er en 
proteinstørrelse, som har en stor andel af det monomere produkt. 
Analyse af Monomer 2A og 4A fra ionbytningskromatografiforsøget viser, at de begge har toppe 
ved 10 min./λmax 285 nm, men kun 4A har top ved ca.14 min./ λmax 271 nm. 2A og 4A har flere 
toppe omkring 18 min./275 nm, en retentionstid og bølgelængde som indikerer ikke reduceret dimer 
eller hexamer insulin.  
Resultaterne fra ionbytningskromatografiforsøget indikerede at B-kæden kom ud først (2A) ved den 
højeste bølgelængde (276nm) og den næste top (4A) ved 271 nm. Det samme mønster ses af HPLC 
resultaterne, hvor top ved 10 min. har λmax ved en højere bølgelængde (286nm) end top ved 14 min., 
der har lavere λmax (271 nm). De målte maksima bølgelængder er 286 og 271 nm når 2A og 4A 
måles på HPLC. Selvom den ene metode fungerer efter principper omkring ionstyrke og den anden 
ved polaritet/upolaritet tyder resultaterne på, at de supplerer hinanden. Denne overensstemmelse i 
mønsteret mellem ionbytningskromatografiresultaterne og HPLC resultaterne indikerer, at top ved 
10 min. er B-kæden og top ved 14 min. er A-kæden.   
 
Ren Alexa Fluor 488 kommer igennem kolonnen med to toppe med retentionstider på 7-8 min. og 
med ”støj” frem til 11.6 min. Det betyder at AF488 dækker området frem til top 10 min. for 
insulinerne, men ikke for toppen ved 14 min. Farvet Detemir og monomer insulin har top ved 14 
min./499 nm og dette viser, at insulin forøger retentionstiden for noget af farven.  
Ved at måle på fældet, farvet insulin, der er blevet genopløst, er det muligt at fjerne ”støj” fra 
overskydende farve omkring prøverne, så 10 min. toppen kan vurderes for konjugering af farve.  
HPLC spektret af fældet, farvet monomer insulin giver et bredt område (5 min. til 25 min.), hvor 
der er højt niveau over nullinien. Det er derfor ikke muligt at se små toppe af farve, da de er skjulte 
under det store areal på spektret. Spektret tyder på at monomer insulin er denatureret til ukendt og 
uspecifik størrelse, og det er derfor ikke muligt at sige, om der er farve ved 10 min. toppen. 
Meget bedre går det ikke med fældet, farvet Detemir insulin. Spektret giver et lille signal for farve 
ved 7.97 min. og derefter kommer en stor insulintop ud ved 14.52 min. (A-kæden). Der er ikke 
nogen top ved 10 min. (B-kæden) og der er ikke farvede toppe omkring 10 min. toppen. Denne 
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fremgangsmåde har ikke givet nye informationer, og det ser ud til, at fældning af prøven har ødelagt 
insulinen som enten giver ”bred top”(monomer) eller meget stor top (Detemir). 
 
Ved at udnytte Chromeleon softwaren, der styrer apparaturet og opsamler data, er det muligt at 
forstørre grundlinien omkring 10 og 14 min. toppene (A- og B-kæden). Ved at klikke på de små 
toppe vises deres spektre, og det er muligt at se farve ABSmax 499 nm og protein ABSmax 285/270 
nm. Dette værktøj gør det muligt at påvise om toppen kommer af protein eller farve. Analyse af 
toppene viser, at der muligvis måles protein- og farveabsorbans for 10.03 min. toppen (figur 3.5.1.f) 
men ikke for 14.66 min. toppen (Appendiks 5). Dette indikerer, at B-kæden er farvet, men A-kæden 
ikke er det. Farveintensiteten er dog meget lille, så resultatet kræver yderligere undersøgelse. 
 
Sammenligning af retentionstiderne for Detemir med og uden farve viser, at tiden stiger fra 9.15 til 
10.03 min. for første top og for den næste stiger fra 13.77 til 14.66 min. i farveopløsningerne. 
Denne stigning er så væsentlig, at den må indikere en forskel mellem de to prøvetyper. Da AF488 
detekteres ved 14 min., når der er insulin i prøven, må det være et udtryk for, at farve og insulin har 
påvirket hinanden. Hvis dette betyder, at A-kæden (14 min.) er påvirket og B-kæden (10 min.) har 
rykket et tilsvarende stykke, må den også være påvirket af farvereaktionen. 
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4. Diskussion  
Størrelseskromatografi var i projektet tiltænkt, som en metode til separering af store og små 
molekyler. Derved kunne ikke-konjugeret farve (overskudsfarve) blive fjernet fra insulinet, og 
målingerne på farvet insulin ville ske uden interferens. Problemet med PD10 og buffersystemet var, 
at der skete en vekselvirkning, så insulin ikke kunne detekteres efter kolonnen. Det er muligt, at 
forsøg med forskellige buffertyper kunne have afhjulpet dette fænomen, og at PD10 kolonnen 
derfor kunne bruges som tiltænkt. Et andet kolonnemateriale end Sephadex-G25 kunne muligvis 
også være en løsning. 
Monomer insulin blev fældet med trichloreddikesyre og efter centrifugering og fjernelse af 
ovenstående væske blev insulinen genopløst i buffer. Dette blev gjort for at fjerne phenol, som var 
konserveringsmiddel i monomer insulinopløsning. Efterfølgende arbejde med denne monomer 
opløsning gav fine resultater i ionbytningskromatografi, og resultaterne indikerede, at fældningen 
ikke skadede insulinen. Disse prøver var også ved HPLC målingerne sammenlignelige med ikke-
fældede opløsninger.  
Fældning af farvede insulinprøver til måling på HPLC viste dog, at insulinen ikke længere gav 
tydelige toppe, men derimod for monomer insulin gav et stort uspecifikt areal og for Detemir en top 
med stort areal og ikke andre insulintoppe. Dette indikerede, at prøverne var blevet denatureret 
enten før eller under fældningen. Problemet kunne måske have været afhjulpet ved at bruge en 
phosphatbuffer med urea, som ville folde proteinet ud. Derfor kan fældning af farvet insulin stadig 
være en metode til fjernelse af overskudsfarve. 
 
Der har i dette projekt også været undersøgt forskellige muligheder for separering af A- og B-
kæden. Litteraturstudier indikerede, at nativ PAGE metoden var den bedste til at separere disse to 
små proteinkæder, men der kom aldrig tydelige bånd af protein og slet ikke to separerede bånd. 
SDS PAGE blev også anvendt, og her skete en separering, men aldrig med to skarpe bånd, der 
tydeligt kunne udpeges på gelen. Geler fremstillet i laboratoriet er en farbar vej og ved at ændre på 
bis- og acrylamidkoncentrationerne, og muligvis bruge en buffer uden Glycin, kan det lade sig gøre 
at måle selv små proteiner. Den hurtige løsning, er at købe geler fra producenter, der lover, at gelen 
kan separere ned til 2,5 - 4 kDa. 
 
Ionbytningskromatografi blev brugt som en anden metode til separering af A- og B-kæden. 
Resultaterne var vellykkede, og der blev i to på hinanden følgende forsøg separeret insulin i to 
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fraktioner. UV-spektrofotometriske målinger viste, at den første fraktion havde absorbans 
maksimum på 276nm og den næste fraktion på 271nm. Denne forskel i ABSmax indikerede, at 
fraktionerne var forskellige, og at ionbytningskromatografi var en metode, der kunne separere små 
proteinmolekyler. Ud fra teori om ladning på kæderne og med kendskab til kolonnematerialet 
konkluderes det, at den første fraktion var B-kæden og den næste A-kæden. De farvede 
insulinprøver var dog af en volumen og koncentration, som ville forsvinde i den størrelse 
ionbytningssøjle, som forsøget blev udført på. Det er muligt at arbejde med meget små mængder 
prøve på dertil passende ionbytningssøjler, så denne vej til separering er en god mulighed. Det vil 
dog stadig kræve, at overskydende farve bliver fjernet først. 
 
HPLC er et præcist værktøj, som er yderst velegnet til separering af små proteiner og samtidig kan 
metoden detektere ved flere forskellige bølgelængder. Efter justering af eluent og gradient 
sammensætning, ses en top ved ca. 10 min. og 14 min. og yderligere en top ved 18 min. Ved at 
måle prøver fra ionbytningsforsøget på HPLC, ses toppe med samme retentionstider som reduceret 
insulinprøver, der er separeret på HPLC anlægget. Ud fra denne observering må det formodes, at 10 
min. toppen er B-kæden og 14 min. toppen A-kæden.   
Ren AF488 gav to toppe ved 7 og 8 min. og derefter meget små toppe frem til 11.6 min. og ikke 
længere. Prøve med farve og insulin gav små farvetoppe omkring den store insulintop ved 14 min. 
og det indikerer, at der er en påvirkning mellem disse to molekyletyper. En lille top ved 10.03 
min/490 nm indikerede, at B-kæden kunne være farvet og A-kædens insulintop ved 14.66/270nm 
havde ikke en tilsvarende top ved 490nm og derfor var den muligvis ikke farvet.  
HPLC målingerne viser, at retentionstiderne stiger, når insulin er i opløsning med AF488. Dette ses 
tydeligst ved Detemir, da både 10 min. og 14 min. toppen, kommer 45-50 sek. senere ud, når de er i 
farve. Ud fra denne observering er det meget muligt, at både A- og B-kæden er under indflydelse af 
AF488. 
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5. Konklusion  
Det er lykkedes at separere A- og B-kæden både med ionbytningskromatografi og HPLC. 
Retensionstiden for B-kæden er ca. 10 min. og for A-kæden ca. 14 min. 
Det er for nuværende ikke muligt med sikkerhed at sige, om B-kæden (10 min.) er farvet, men 
HPLC resultaterne viser, at retentionstiden for B-kæden viser en mindre top ved 490 nm. Den 
tilsvarende retentionstid for A-kæden viser ingen top ved denne bølgelængde. Dette indikerer, at B-
kæden kan være farvet og at A-kæden muligvis ikke er farvet. 
Dog bliver AF488 detekteret ved A-kæden (14 min.), når der er insulin i prøven. Det indikerer, at 
der sker en interaktion mellem A-kæden og farve.  
Retentionstiderne stiger for Detemir, når insulinopløsningen er tilsat farve. Dette sker for både A- 
og B-kæden. Det tilsiger, at begge kæder interagerer med farvestoffet. At både A- og B-kæden 
skulle bliver farvet med AF488 stemmer overens med teorien om farvning, fordi både lysin og N-
terminus farves af succinimidylestere.  
For farvet og ikke-farvet monomer insulin er retentionstiderne dog mere ens, så denne teori kan 
ikke bekræftes af monomer insulinmålingerne i dette projekt. 
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Appendiks 1 
Beregning af µl insulinopløsning til 100 µl farveopløsning 
 
 
Appendiks 2 
Phosphatbuffer 
NaH2PO4+H2O Mw 137,99    = 1 g 
Na2HPO4+2H2O Mw 177.99    = 4 g 
Milli-Q-vand til 100 ml. pH just til pH 7,2 eller 7,0 med 1 M NaOH    
Appendiks 3 
Følgende opløsninger er fremstillet efter protokol placeret sidst i dokumentet. Dog er DTT anvendt 
i stedet for 2-β-mercaptoethanol (Chi, Huang. 2007). Alt vand, der anvendes, er milli-Q vand. 
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Stamopløsninger 
A: 
Acrylamid / bis (30% T, 4%C) i 20 ml (20 g) (T = 6 gram) 
Bis                        20 g* 4 %    = 0,8 g 
Acrylamid (AA) 6 g - 0,675g    = 5,2 g 
Sum      = 6 g 
Fyldes op til 20 ml med vand.  
 
B: 
1,5 M Tris HCl pH 8,8 
Tris base, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Mw 121,14 
Tris base      = 27,23 g 
Fyldes op til 80 ml med vand. Justeres med 1 N HCl til  pH 8,8 
Fyldes op til 150 ml med vand. Gemmes i køleskab. 
 
C: 
0,5 M Tris HCl pH 6,8 
Tris base, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Mw 121,14 
Tris base      = 6,0 g 
Fyldes op til 60 ml med vand. Justeres med 1 N HCl til  pH 6,8 
Fyldes op til 100 ml med vand. Gemmes i køleskab. 
  
D: 
10 % w/v SDS 
Dodecylsulfat Natriumsalz     = 3 g 
Fyldes op til 30 ml vand. 
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E: 
Sample Buffer (SDS reducerende buffer) 
Vand      = 3,2 ml 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8     = 1 ml 
Glycerol      = 2 ml 
10 % SDS      = 1,6 ml 
DTT 50 mmol/L (1,4-Dithio-DL-theritol Mw 154,25)    = 62 mg  
0,05 % (w/v) Bromphenolblue    = 0,2 ml  
Sum      = 8,0 ml  
 
Prøve og samplebuffer skal fortyndes minimum i forholdet 1:4 og varmes til 95ºC i 4 min.  
Rosenberg (2005) anbefaler 50 mM DTT. Der fremstilles en samplebuffer med og uden DTT 
 
F: 
1 L Elektode (Running) Buffer pH 8,3 
Tris base      = 15 g 
Glycin      = 72 g 
SDS      = 5 g 
Fyldes op til 1L med milli-Q-vand. pH checket til 8,3. 
 
Fremstilling af 20 % gel  (6ml til én gel) 
Vand      = 0,367 ml 
Tris HCl pH 8,8 (opløsning B)    = 1,5 ml 
Acrylamid Bis (A)     = 4,0 ml 
SDS 10% (D)     = 100 µl 
Ammonium persulfat 10 %    = 30 µl 
TEME      = 3 µl 
Sum      = 6 ml 
6 ml er nok til én gel. 
Bemærk: Da stamopløsning er 30% og der ønskes en 20% opløsning skal 2/3 del af gelvolumen 
komme fra ”A”. 
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Appendiks 4 
Fremgangsmåde 
Ved gelfremstilling blandes ingredienser efter ovenstående rækkefølge med TEMED til sidst, og 
der støbes. Kam sættes i gelen før den størkner. 
 
Prøveforberedelse 
Detemir-opløsningen er fremstillet ved, at en kendt mængde Detemir dråbevis tilsættes 
phosphatbuffer pH 7,95 samtidig med manuel omrøring. Når den koncentrerede opløsning ikke 
længere er ”grynet”, tilsættes yderligere phosphatbuffer som fortynding.  
Koncentration i monomer insulin beregnes ud fra kendt koncentration af Detemir og ud fra 
absorbansen af de to opløsninger. 
 
Den første gel blev brugt til eksperimentering med forskellige koncentrationer af insulin og 
samplebuffer(E). Disse blandes og proteinet reduceres. Prøvemængde på 10, 20 eller 30 µl blev 
loadet i brønde. Prøverne blev ved gel 3.3.1.a og gel 3.3.1.b reduceret ved 50 ºC i 15 min. Derefter 
blev de reduceret ved 95 ºC i 4 min. 
 
Tabel A.4.a viser blandingsforhold mellem insulin/samplebuffer og forskellige volumener afsat på gel. De med 
gråt markerede er forhold, der anvendes ved loadning af fremtidige geler. 
 Monomer   Detemir   
Insulin:”E” 1:2 1:4  1:8 1:2 1:4 1:8 
Prøve µl  10, 20, 30 10, 20, 30 10, 20, 30 10, 20, 30 10, 20, 30 10, 20, 30 
 
Ud fra bånd på første gel (ikke vist) vælges der til monomer insulin at reducere i fortynding1:8 og 
der afsættes 10 µl af denne opløsning. Til Detemir reduceres i forholdet 1:2 og der afsættes 30 µl 
prøve på gelen. 
 
Markør er Low Molecular Weight Calibration Kit. 
 
Tabel A.4.b viser Mw på markøren 
Mw 94.000 67.000 43.000 30.000 20.100 14.400 
 
Der afsættes 4 µl markør på gelen. 
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 Kørselsprocedure 
Gelen placeres i reaktionskammeret og der tilsættes F-buffer til kanten, således at gelen er helt 
dækket. Resten hældes i bunden af reaktionskammeret.  
 
Gelen startes ved 80 V til prøven er samlet i gelen og derefter sættes spændingen op til 110 V indtil 
det bromphenolblå bånd er nederst på gelen. Geler med høje biskoncentrationer skal køre 2-3 timer. 
 
Farvning 
Farveopløsning 
0,25 % Coomasie Brilliant Blue (CBB) R-250 
CBB      = 0,25 g 
100% CH3COOH       = 3 ml 
Methanol      = 50 ml 
Vand      = 47 ml 
Opbevares i brun flaske og kan genbruges til flere geler 
 
Hurtigrensopløsning 
Som overfor uden CBB 
 
Destainopløsning 1L 
100% CH3COOH     = 30 ml 
Methanol      = 70 ml 
Vand      = 900 ml 
 
Den færdige gel udtages og placeres i farveopløsning i 1 time. Derefter skylles i destainopløsning 
og til sidst i skylleopløsning. Overskydende farve kan fjernes ved at gelen placeres i vand og 
opvarmes i mikrobølgeovn, hvorefter farven langsomt frigives. Proceduren gentages til gelen er 
tilpas affarvet. Alternativt kan gelen ligge i skylleopløsningen natten over. 
 
Den færdige gel kan nu analyseres. 
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Appendiks 5 
 
Analyse af A-kæden (14 min.) viser ikke insulintop ved 490 nm og dette kan betyde, at A-kæden 
ikke er blevet farvet. Dog er farveintensiteten generelt så svag i prøverne, at der skal yderligere 
analyser til for at underbygge dette. 
 
 
 
Figur A.5.a viser kromatrogram af A-kæden (14.66 min.) ved 270 nm med angivelse af to små farvetoppe 
 
   
 
Figur 1 A.5.b viser kromatogram A.5.a ved 490 nm. Her er toppen ved 14.66 min væk 
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